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INTRODUCCIÓN 
Mutaciones germinales en BRCA2 aumentan la susceptibilidad a padecer cáncer de mama y ovario hereditario (CMOH). Hasta la fecha, se han reportado 2740 variantes de BRCA2 según 
UMD (Universal Mutation Database). De éstas, sólo un 30% aparecen como patogénicas, lo cierto es que hasta un 62% son de significado clínico desconocido. Estimaciones recientes 
sugieren que desde un 15 hasta un 60% de las variantes que causan enfermedades genéticas alteran el proceso de splicing (Krawczak et al., 1992; Lopez-Bigas et al., 2005). Además, 
estudios anteriores de nuestro grupo han demostrado que hasta un tercio de las variantes patogénicas afectan al splicing (Acedo et al., 2015).Es este trabajo, nos proponemos estudiar el 
efecto en el splicing de variantes en los exones 17 y 18 del gen BRCA2. El exón 17 de BRCA2 presenta un sitio donador de splicing atípico (GC), por tanto su reconocimiento debe estar 
mediado por elementos reguladores adicionales en el exón e intrón 17 y/o el exón 18. De esta forma, las mutaciones que afecten a estas secuencias podrían alterar el proceso de splicing de 
BRCA2 y estar así asociadas a CMOH. Los minigenes híbridos en plásmidos reporteros de splicing se han revelado como herramientas poderosas para clasificar variantes de ADN desde la 
perspectiva del splicing. Nuestro objetivo es la construcción de un minigen estable para su utilización como herramienta para el estudio funcional de mutaciones de splicing en los exones 17 
y 18. 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Se analizaron in silico los exones 17 y 18 de BRCA2 con los programas NNSplice y HSF (figura 1). Asimismo, con estos programas también se analizaron 226 variantes reportadas en dicha 
región, recogidas en las bases de datos BIC y UMD (Universal Mutation Database). Se seleccionaron aquellas mutaciones candidatas que podían tener un efecto en el splicing. Se construyó el 
minigen, introduciendo desde el exón 14 hasta el exón 20 en 4 etapas de clonaje. Las variantes seleccionadas fueron generadas en el minigen 14-20 de BRCA2 mediante mutagénesis dirigida 
(kit Quikchange Lightning – Agilent). El minigen mutado, comprobado mediante secuenciación, se transfectó en células HeLa. Después de 48 horas se extrajo el RNA para estudiar el efecto 
en el splicing. Con el RNA se obtuvo cDNA que fue amplificado y analizado mediante electroforesis en gel de agarosa,  análisis fluorescente de fragmentos y secuenciación.   
RESULTADOS 
a) MGBR2 14-20 produjo un transcrito de tamaño y estructura 
esperados. 
Para construir el minigen se utilizó el vector de splicing pSAD. A éste, se le 
fueron introduciendo exones hasta conseguir el minigen 14-20 en 4 etapas 
de cloning, con tres construcciones intermedias: MGBR2 17-18; 16-18; y 
16-20. Finalmente se consiguió el minigen MGBR2 14-20, el cual produce 
de forma estable un transcrito canónico de 2046nt y estructura V1-exones 
14-20 BRCA2-V2. Además, el MGBR2 14-20 es idóneo para el estudio de la 
regulación de los exones 17 y 18 ya que mantiene su contexto genómico 
natural (figura 2).  
b) El estudio in silico reveló una alta concentración de ESEs y ESSs en la 
región estudiada. 
El intrón 17 presentaba una región con alta concentración de putativos 
ESEs. Estudios anteriores de mapeo de regiones reguladoras mediante 
microdeleciones nos indicaban que dichas regiones en los exones eran 
zonas reguladoras necesarias para el reconocimiento del exón, por lo que 
decidimos estudiar el intrón 17. Delecionamos 115nt (c.7976+231_7977-
144) en el intrón 17 del MGBR2 14-20. Tras la transfección en HeLa, 
obtuvimos un transcrito canónico, sin ninguna alteración. Luego, podemos 
descartar que el reconocimiento del exón 17 dependa de dicha región rica 
en ESEs del intrón 17. 
c) El 35% de las variantes estudiadas alteran gravemente el proceso de 
splicing. 
Para estudiar el cDNA obtenido de las variantes introducidas en el 
minigen, se amplificó con los primers RTBR2-16FW 
(TATGGACTGGAAAAGGAATAC) y RTpspl3-RV (TGAGGAGTGAATTGGTCGAA), 
específicos para el exón 16 de BRCA2 y para el exón V2 de pSAD. Como 
resultado obtuvimos que un 35% de las variantes estudiadas alteraban 
gravemente el proceso de splicing (tabla 1) (figura 3). La mayoría de estas 
variantes producía skipping del exón en cuestión (67%), también 
observamos uso de aceptores y donadores crípticos o de novo. Las 
alteraciones en las zonas adyacentes al comienzo y final del exón 
resultaron críticas en el reconocimiento de los exones, ejemplos son 
c.7976+1G>A, c.7976+5G>T, c.7977-2A>G, c.7977-1G>C, c.7985C>G (figura 
4.a y 4.b). Por otro lado, la eliminación de los sitios de splicing naturales 
puede dar lugar al reconocimiento de sitios crípticos como ocurre en las 
mutaciones la c.7806-2A>G, c.7806-1G>T (figura 4.c). Otras como 
c.8023A>G, c.8035G>T o c.8168A>G crean donadores de novo que 
provocan la pérdida de regiones exónicas. También encontramos una 
mutación en el exón 18, c.8009C>A, que provocaba la creación de un ESS 
(hnRNPA1) según HSF y como resultado el 56% de los transcritos 
generados carecía de exón 18. El análisis de transcritos es fundamental, 
pues la relevancia clínica dependerá de la proporción del transcrito(s) 
aberrante(s), de cambios en el marco de lectura y de la importancia 
funcional de los aminoácidos perdidos (indicadores biológicos de 
patogenicidad). 
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Figura 1. Representación gráfica de los putativos enhancers y silenciadoras de splicing de los exones 17 y 18 de BRCA2 obtenidos con  HSF.  
Variantes 
(HGVS) 
Tipo de 
variante 
Relevancia 
clínica Bioinformática Splice outcome RNA 
Exón 17 
c.7806-2A>G Intrónica Si [-] Acceptor site (NNS: 0.95 →<0.4) 
Uso de aceptor alternativo 
20nt downstream (NNS: 
0.17). 
r.7806_7825del. 
c.7806-1G>T Intrónica Si [-] Acceptor site (NNS: 0.95 →<0.4) 
Uso de aceptor altenativo 
20nt downstream (NNS: 
0.17). 
r.7806_7825del. 
c.7976G>C Missense p.Arg2659Thr Desconocida [-] GC donor (MaxEnt: 3.1 → 2.4) Exón 17 skipping. r.7806_7976del. 
c.7976G>A Missense 
p.Arg2659Lys 
Desconocida [-] GC donor (MaxEnt: 3.1 → 2.4) Exón 17 skipping. r.7806_7976del. 
c.7976+1G>A Intrónica Si [-] GC donor (MaxEnt: 3.1 → -5.07) Exón 17 skipping. r.7806_7976del. 
c.7976+5G>T Intrónica Desconocida [-] GC donor (MaxEnt: 3.1 →1.01) Exón 17 skipping. r.7806_7976del. 
 Exón 18 
c.7977-2A>G Intrónica Desconocida [-] Acceptor site (NNS: 0.98 →<0.4) Exón 18 skipping. r.7977_8331del. 
c.7977-1G>C Intrónica Si [-] Acceptor site (NNS: 0.98 →<0.4) Exón 18 skipping. r.7977_8331del. 
c.7985C>G1 Missense 
p.Thr2662Arg 
Desconocida 
[+] Cryptic Acceptor (NNS: <0.4 → 
0.55); [-] SF2/ASF (73.09), [-] 
SRp55 (84.62) 
Exón 18 skipping. r.7977_8331del. 
c.8009C>A1 Nonsense p.Ser2670X Desconocida [+] hnRNPA1 (89.05) 56% exon 18 skipping. r.7977_8331del. 
c.8023A>G1 Missense p.Ile2675Val Si [+] Donor site (NNS: 0.92) Uso de donador de novo. r.8023_8331del. 
c.8035G>T Missense p.Asp2679Tyr Desconocida 
[+] Cryptic Donor (NNS: <0. 4→ 
0.96) Uso de donador de novo. r.8033_8331del. 
c.8168A>G Missense 
p.Asp2723Ala 
Desconocida [+] Cryptic Donor (NNS: <0. 
4→0.81) 
20% uso de donador de 
novo. r.8168_8331del. 
c.8331G>A Sinónima Desconocida [-] Donor site (NNS: 0.96→<0.4) 53% exón 18 skipping. r.7977_8331del. 
c.8331+1G>T Intrónica Si [-] Donor site (NNS: 0.96→<0.4) Skipping del exón 18. r.7977_8331del. 
1Variantes zonas reguladoras según el estudio mediante microdeleciones. 
Nomenclatura HGVS : Human Genome Variation Society; Fuentes: BIC, UMD. Análisis Bioinformático: [-], 
eliminación; [+], creación; ESE, Exonic Splicing Enhancer; ESS, Exonic Splicing Silencer; SF2/ASF, SC35, SRp40 
and SRp55 son proteínas SR que se unen a motivos ESE/enhancer; hnRNP  son proteínas de unión a motivos 
ESS/silencer. 
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Figura 2. a) MGBR2 14-20. Representación gráfica del minigen 
construido sobre el vector pSAD, el cual contiene un promotor 
SV40, dos exones constitutivos (V1 y V2) y dos marcadores de 
selección: ampicilina y β-galactosidasa (LacZ) con un sitio de 
clonación múltiple (mcs) . b) Representación del proceso del 
splicing en MGBR2 14-20. c) RT-PCR analizada mediante 
electroforesis en gel de agarosa del transcrito generado por el 
MGBR2 14-20 en células HeLa y MCF7. 
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Figura 3. Representación gráfica de la región estudiada. Aparecen marcadas con una línea vertical las mutaciones que afectan al proceso 
de splicing. En verde están representadas las regiones positivas en el estudio de microdeleciones, regiones esenciales para el 
reconocimiento del exón. 
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CONCLUSIÓN 
El minigen MGBR2 14-20 es una herramienta adecuada para el estudio de mutaciones en los exones 17 y 18 debido 
a su estabilidad y al mantenimiento del contexto genómico con un total de 7 exones. El estudio de mutaciones que 
puedan afectar al proceso de splicing resulta de vital importancia. Según nuestros resultados, un 35% de las 
variantes estudiadas provocan graves alteraciones en el transcrito de BRCA2, y podrían ser reclasificadas como 
patogénicas. 
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16 18 19 17 Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de transcritos obtenidos tras la transfección de variantes del MGBR2 14-
20 en  células HeLa. Debajo aparece representado el efecto en el splicing resultante de la mutación. 
Tabla 1. Variantes con impacto en el proceso de splicing. 
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